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（論文審査の要旨） 
学位申請論文「Cdc42 is crucial for facial and palatal formation during craniofacial development」につ
いて、上記の主査１名、副査３名が個別に審査を行った。 
 口唇口蓋裂は顎顔面領域に発生する先天性疾患の一つであり、その発症機序は、遺伝的・環境的要因な
ど様々報告がされているが、未だ不明な点が多い。顎顔面領域の発生過程において頭部神経堤（cranial 
neural crest:CNC）細胞の遊走が関与しているなどの報告があり、今回その中でも胎生期器官形成におい
て重要であるCdc42遺伝子に着目し、口蓋形成過程における機能解析を行った。マウス生体内で組織特異的
に遺伝子を欠損させるCre/loxPシステムを用い、顎顔面組織でCdc42を欠損させたマウスを作製し、口蓋発
生過程におけるCdc42の機能解析を行った。その結果、Cdc42 cKOマウスは短頭であり、頭部の異所性の出
血、口蓋裂と特徴的な顔貌を呈し、それに伴い哺乳障害も認められた。口蓋裂の表現系としては、口蓋裂
単独と顔面裂を伴う2種類の表現型を認めた。顔面裂を呈する表現系に関しては、cKOマウスにおいて内側
鼻突起の癒合が行われないことにより顔面裂を生じた。以上のことからCdc42はマウス口蓋形成に関与して
いることが示唆された。 
 
 本論文の審査において、副査の井上委員、高見委員および原委員から多くの質問があり、その一部とそ
れらに対する回答を以下に示す。 
 
井上委員の質問とそれらに対する回答： 
１．Cdc42 の欠損は胎生期の口蓋形成にどのような点で関与していると考えられるか。 
(Rho ファミリータンパク質 Cdc42 はユビキタスに発現しており、Guanine nucleotide exchange factors の働きに
よってGTPと結合することで、細胞骨格形成をはじめ様々な機能を調整していることが明らかになっている。
したがって、Cdc42 は、細胞が形成され、生存し、機能していく上で、非常に重要な機能を果たしており、
それらは口蓋形成過程においても同様であると考える。本論文には載せていないが、口蓋形成に関与してい
る遺伝子の解析を行った結果、Gad1 の発現の低下を確認している。Gad1 は口蓋棚の水平移動の遅延を起こ
すことにより口蓋裂を呈することによる口蓋裂の原因となるなどの報告があるので、今後の詳細な解析が必
要であると考える。) 
２．顎顔面組織での Cdc42 欠損マウスには、口蓋裂以外にどのような特徴がみられたか。 
(Cdc42 遺伝子欠損マウスは口蓋裂単独のものと、顔面裂を伴う２種類の表現型を認められた。顔面裂の特
徴としては、組織欠損は認めず、前上顎骨は存在するものの、左右に分かれた真性正中裂であり、左右の鼻
中隔も癒合不全を示した。その他、前後的に顔面の劣成長を認め、異所性の出血も認められた。今回、P0-cre
マウスを用いたが、Wnt1-cre マウスを使用し Cdc42 遺伝子の心奇形に対する解析を行った論文においても
口蓋裂を呈し、さらに Cdc42 欠損マウスで認められなかった両側性口唇口蓋裂の表現型も認めている。本
研究では顎顔面領域の奇形に特化しており、Wnt1-cre マウスの研究同様、その他の領域に関しての解析が必
要であると考える。) 
高見委員の質問とそれらに対する回答： 
１．神経堤細胞における Cdc42 の欠損において口蓋裂が起こるメカニズムについて述べよ。 
 
(口蓋における上皮および間葉組織の細胞増殖、細胞死について本論文データに記載していないが、細胞増殖 
（主査が記載） 
(口蓋における上皮および間葉組織の細胞増殖、細胞死についてに関して PCNA の染色、細胞死に関しては、
TUNEL 法にて解析を行ったが、WT と cKO マウス間の E11.5, E12.5, E13.5 の口蓋突起部において、有意
差を認めなかった。また、Cdc42 遺伝子を Wnt1-Cre にて欠損させたマウスは本実験系の結果同様、口蓋裂
を呈するとともに、心臓血管発達において影響を及ぼすことが報告されている。したがって、今後その点を
ふまえた解析が必要なのではないかと考えている。) 
２．歯科・口腔疾患治療における本研究成果の意義について説明せよ。 
(現在、基礎研究において様々な口蓋裂モデルマウスが報告されており、口蓋裂の原因に関して、口蓋突
起の形成不全、癒合不全などより細かく分類されている。口蓋裂の原因が多要因的なものによるため、すべ
ての患者に適応するわけではないが、もし、患者の口蓋裂の原因として遺伝子によるバックグラウンドがあ
る場合であれば、同一の治療法に対する治療成績に違いがある可能性があるのではないかと考えている。そ
のため、将来、遺伝子診断等により、より多くの情報が得られるようになった際には、それら検査結果によ
り、治療法をより多様化する必要があるのではないかと考える。) 
原委員の質問とそれらに対する回答： 
１．Prx1 との違いはなにか。 
(Prx1-Cre を用いたマウスとの一番の違いは Cdc42 遺伝子を欠損させた部位が異なることでる。Prx1-Cre
は肢芽未分化間葉において発現しており、四肢のほか、顎顔面領域においては下顎、内耳、眼、鼻腔に発現
しているとの報告があり、Cdc42 遺伝子を肢芽未分化間葉において欠損させたマウスは、体幹・四肢の短縮、
頭蓋骨の形成不全、胸骨剣状突起の開裂、合指症、口蓋裂を認めるが、口蓋裂の発現率は 100％ではない。
Cdc42 欠損マウスは、神経堤由来細胞 P0-Cre 特異的に Cdc42 遺伝子を欠損させたマウスであり、口蓋裂
単独のものと、顔面裂を伴う２種類の表現型を認めた。また、口蓋裂単独の表現型としてマイルドなマウス
は、顔面領域において Prx1-Cre マウスとよく似た表現型を示した。) 
２．マイルドな表現型とシビアな表現型の違いはどうして出るのか。 
(表現型の程度に関しては、Cre の発現量が関係しているのではないかと考えている。Cre は遺伝子組み換
え酵素であり、その発現量により遺伝子欠損に差が出るのではないかという可能性があるが、ROSA 染色
により Cre の発現程度を確認すること、また in situ hybridization 法において Cdc42 遺伝子の発現を経時
的に解析することで確認することが可能であると考える。) 
 
 副査３名は、上記を含めた質問に対する回答が、いずれも満足のいくものであることを確認した。 
 
主査 中村委員の質問とそれらに対する回答： 
１．Cdc42はいつ発現しているのか。 
(生体内においてCdc42は、ユビキタスに発現しており、過去の報告において、マウス同士のかけ合わせに
より得られるCdc42−/−胎児は、E7.5で死亡し、吸収されてしまうことが報告されている。また、その際、
E5.5子宮組織の解析により、おもに胎児の外胚葉組織において正常より約25%胚が少ないことが明らかに
されており、それらのことから、Cdc42は胎生E5.5日以前より発現していることがわかる。また、本研究
におけるCdc42遺伝子の発現時期は、P0-Creマウス顎顔面領域においてE9.5に発現することが、ROSA染
色により明らかになっていることから、Cdc42遺伝子はE9.5付近から顔面において欠損しているのではな
いかと考えている。) 
２．他の遺伝子はWTと同じ発現の時期、部位、量であるのか。 
(本研究では、他の遺伝子の詳細については不明である。本研究でも、マイルドな表現型とシビアな表現型
の違いが認められたことは、バックグラウンドの遺伝子による影響もあると考える。) 
 
主査の中村委員は、三名の副査の質問に対する回答の妥当性を確認するとともに、本論文の主張をさらに
確認するために上記の質問をしたところ、明確かつ適切な回答が得られた。 
以上の審査結果から、本論文を博士（歯学）の学位授与に値するものと判断した。 
（主査が記載） 
